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RESUMEN

E170% de los casos de cdncer de prostata se detecta
en estadios avanzados, por lo que el gen DD3 PCA3
es un interesante marcador candidato para el diag-
néstico y pronéstico, ya que es uno de los mas es-
pecificos para el cdncer de prostata.

Objetivo. Determinar y analizar la expresién del
gen DD3 PCA3 en tejidos con cdncer de préstata e
hiperplasia prostatica benigna.

Métodos. En este estudio realizamos la cuantifi-
cacién del mRNA del gen DD3, desarrollando la
metodologia para determinar la expresién génica
usando la trascripcion reversa-PCR en tiempo-real
(Rotor-Gene 3000).

Resultados. La expresién del gen se determiné en
cancer de préstata y se comparé con hiperplasias
benignas, expresdndose 30.4 veces més (p< 0.0001)
en las neoplasias; el promedio de expresién para
las neoplasias e hiperplasias fueron de 1745y 57.4,
respectivamente.

Conclusiones. En este estudio encontramos que
hay expresion del gen DD3PCA3 significativa-
mente mayor en las neoplasias, en comparaciéon
con las hiperplasias, por lo que este gen puede ser

SUMMARY

In 70% of the cases, the prostate cancer is detected in
advanced stadiums, for that the gene DD3 PCA3 is an
interesting marker candidate for diagnose and predict,
since it’s one of those but specific for the prostate cancer:
Objective. To determine and to analyze the expression
of the gene DD3PCA3, in tissue with prostate cancer
and BPH.

Methods. In this study we carry out the quantification of
the mRNA of the gene DD3PCAS3 developing the metho-
dology to determine the expression using the transcrip-
tion reverse-PCR time-real (Rotor-Gene 3000).

Results. The expression of the DD3PCA3 was determined
in prostate cancer and it was compared with benign hy-
perplasia, being expressed 30.4 times (p< 0.0001) in the
neoplasm; the expression average for the neoplasm and
hyperplasia was respectively of 1745 and 57.4.
Conclusions. In this study we found that there is expres-
sion of the gene significantly bigger DD3PCA3 in the neo-
plasm compared with the hyperplasia; for that this gene
can be used as a marker early tumoral, being carried out
in biopsies of patient with suspicion of prostate cancer.
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utilizado como un marcador temprano tumoral,
realizandose en biopsias de pacientes con sospe-
cha de céncer de prostata.

Palabras clave: cancer de préstata, DD3PCA3, RT-
PCR en tiempo-real, BPH, marcadores tumorales.

INTRODUCCION

En México el cdncer de préstata (CaP) es la prin-
cipal causa de consulta en los servicios de Urolo-
gia, y en 70% de los casos se presenta en estadios
avanzados. El carcinoma de préstata ocupa actual-
mente el segundo lugar en frecuencia dentro de las
neoplasias del sexo masculino, s6lo superado por
el cdncer de piel y es la segunda causa de muerte
en hombres después del cancer de pulmén.!

En Estados Unidos, mas de 200,000 hombres
son diagnosticados anualmente con cdncer de
préstata y 30,000 mueren cada ano por esta enfer-
medad.? En este mismo pais, durante 2005 se pre-
sentaron 232,090 casos nuevos y 30,350 hombres
murieron por esta enfermedad.?

Dentro de la diversas razas, los afroamerica-
nos muestran la tasa de incidencia mds elevada
de CaP ya que su incidencia global aumenté de
124/100,000, a 250/100,000 (102%). Por su parte,
los hispanoamericanos tuvieron una incidencia
intermedia de 104/100,000. Los paises asidticos,
sobre todo Jap6n y China, presentan una de las ta-
sas mds bajas de incidencia y mortalidad por can-
cer de préstata en el mundo; por ejemplo, entre
1992y 1995 en Japon, fue de 4/100,000.*

En un principio, la cifra de 4 ng/ml fue esta-
blecida como valor normal del antigeno prostati-
co especifico (PSA) y se supuso que todo valor
por encima de este podria estar con relacion a
un carcinoma de préstata; sin embargo, la sensi-
bilidad de este valor no supera 85% y su espe-
cificidad es levemente superior a 60%,° debido a
que el PSA es un tejido especifico (prostdtico) y
no un cancer especifico de préstata y que, por
otro lado, las cifras séricas de PSA dependen del
volumen de la zona de transicion epitelial de la
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préstata.’ Hasta el momento, se tiene claro que la
especificidad de la prueba de PSA no es la ideal,
ya que entre 20-25% de los hombres con niveles
séricos de PSA considerados dentro del rango
normal (2.5-4 ng/ml), pueden tener CaP"*®

Por lo general, los pacientes con CaP limitado
a este organo son tratados con cirugfa radical o
radioterapia y en la mayoria de los casos el con-
trol es exitoso. Como alternativa, si el tumor se ha
diseminado localmente o mds all4, el tratamiento
andrenogénico es la terapia usual. Infortunada-
mente, en estos Ultimos pacientes, la enfermedad
se sigue desarrollando y no se tiene disponible un
tratamiento efectivo.!*!

Esta limitacion replantea la necesidad de pro-
fundizar en el estudio molecular de la patologia
prostética para perfilar y/o complementar con
nuevos marcadores para diagnéstico,>'>'* de ahi la
necesidad de desarrollar nuevas pruebas de detec-
cién mds exactas y en lo posible, menos invasivas
que puedan identificar con mayor precisién esta
patologia en etapas més tempranas limitadas a este
drgano.

En los dltimos afos, estd creciendo en forma
considerable tanto el nimero de biomarcadores
potenciales como el conocimiento de la etiologia
del CaP. Gracias al desarrollo de metodologias en el
campo de la biologfa molecular se estdn descubrien-
do pruebas diagnésticas que podran diferenciar en
etapas mds tempranas entre el cdncer de prdstata y
las patologias benignas de este 6rgano.'*!?

Algunos de los nuevos marcadores que se estan
desarrollando en el campo de la biologia molecular,
los genes mads estudiados incluyen: DD3PCA3, tam-
bién conocido como PCA3 (DD3PCA3), hipermeti-
lacién de glutation-S-transferasa-1 (GSTP1), un gen
fusionado producto de TM-PRSS2, ERTV114-17,
UDP-N-Acetyl-Dgalactosamina transferasa, Hep-
sina, PSMA18, la telomerasa (hTERT)19, PSGR y el
PCGEM1.202!

Descubierto en 1999 (Schalken, et al), el DD3
PCA3 es uno de los genes mads especificos para el
céncer de préstata. Su producto de trascripcién es
un mRNA no codificante localizado en el cromoso-
ma 9 (9q21.22), de 25 kb, consistente de 3 intrones
y 4 exones y con dos alternativas de empalme (spli-
cing) del exon 2; tiene sitios que pueden poliade-
nilarse y colocar al exén 4 en tres posiciones. Por
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lo tanto, puede tener diferentes productos de tras-
cripcion (exones 1, 3, 4y 4b).'62

En los estudios realizados sobre este marcador
(DD3PCA3), se ha determinado que se sobreex-
presa en tejido de CaP, con una baja expresion en
tejido prostdtico normal o en hiperplasia prosté-
tica benigna (HPB), con gran sensibilidad y es-
pecificidad para diferenciar estos tejidos. En la
actualidad se encuentra bajo estudio su utilidad
en la clinica para ser cuantificado en las biopsias
de prostata o en fluidos corporales.622-2

Por otra parte, en los tltimos afios se han de-
sarrollado diferentes metodologias para determi-
nar la expresién génica,**' con grandes avances
gracias a la aplicacion de técnicas de biologia mo-
lecular; sin embargo, las estrategias y resultados
todavia difieren, de tal manera que la determina-
cién de la expresiéon génica por retrotrascripcion
reversa-PCR (RT-PCR) en tiempo real es una meto-
dologia reciente. La técnica es muy compleja, con
varios problemas asociados con su sensibilidad,
reproducibilidad, especificidad y con problemas
inherentes a cualquier técnica cuantitativa por
RT-PCR en tiempo-real, por lo que el interés de
realizar este estudio fue desarrollar nuestra me-
todologia para la determinacién de la expresion
génica por RT-PCR en tiempo real, cuantificar la
expresion absoluta (mRNA) del gen DD3PCA3 en
tejidos de CaP y en tejidos de HPB y comparar los
resultados.

MATERIALY METODOS

Sujetos de estudio. Previa autorizacién por con-
sentimiento informado de los pacientes, se obtu-
vieron 40 muestras de tejido prostatico por medio
de diferentes procedimientos quirtrgicos (resec-
cién trasuretral, biopsias trasrectales, cirugia abier-
ta); 20 de estos tejidos contaban con diagnéstico
previo de CaP (Servicio de Urologia del Hospital
Central Militar, México). El periodo comprendido
fue de diciembre de 2004 a julio de 2006, en todos
los casos se realiz6 el estudio histopatolégico (es-
cala de Gleasson), en el que se especificé el grado
histolégico del tumor, o en su caso, confirmacién
de patologia benigna. Los tejidos obtenidos se
mantuvieron a una temperatura de -83°C (Revco®
Legaci ULT2186 3-35 Dupont SVVA Refrigerants)
hasta su posterior procesamiento.

Extraccién y cuantificacion de RNA

El RNA total fue extraido con el kit de extraccion de
RNA total utilizando el SV Total RNA Isolation System
(Promega, Madison, WI, EUA). Se tomaron 150 mg de
cada una de las muestras con técnica estéril, evitan-
do contaminaciéon de RNAsas, homogenizdndolas
con un politrén (Omni pH International), siguiendo
las indicaciones del proveedor, a la elusién final de
RNA total. Por ultimo, se les agreg6 2 uL de inhibidor
de RNAasas y se guardaron a -83°C para posteriores
andlisis. La verificacién de la integridad del RNA to-
tal se realiz6 por medio de electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, colocando 6 pl del RNA total extraido
por muestra y se visualizaron las bandas con luz UV
(EDAS 290 KODAK). La cuantificacion del RNA total
sellevé a cabo por medio de fluorescencia con SYBR
Green, con el multidetector Synergy HT-I (BIO-TEK
Instruments, Inc. Higland Park, Vermont, USA).

Estandarizacion de la técnica de RT-PCR.

Para el desarrollo de la RT- PCR en tiempo real se
disenaron oligonucleétidos especificos (primers)
del gen de interés (DD3PCA3) y para los genes de
referencia (candidatos endégenos): subunidad ri-
bosomal 18s, gliceraldehido-3 fosfato deshidroge-
nasa (GAPDH), glucosa 6 fosfato deshidrogenada
(G6PDH) y B-actina (BACT). Los genes endégenos
se validaron con el software BestKeeper®? y se tomé
el mds estable como control endégeno de la carga
de RNA total.

Las secuencias fueron obtenidas del GenBank™
(Tabla 1). La buisqueda de las secuencias se realiz6
en (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)/) para con-
firmar su especificidad. Los primers sintetizados
(Invitrogen, Carlsbad, CA) fueron: gen de interés
DD3PCAS3; genes candidatos endégenos: BACT, 18s,
GAPDH vy el gen G6PDH, los cuales fueron optimi-
zados a una temperatura de 57°C (Tabla 1).

Las condiciones para la RT-PCR fueron optimi-
zadas con un termociclador de gradiente (gradient
Px2 Thermal Cycler Hybaid, Franklin, MA) utilizan-
do el kit SuperScriptTM III Platinum® SYBR® One-
Step qRT-PCR Kit with ROX (Invitrogen, Carls-bad,
CA). Las secuencias tomadas corresponden a los
registros en el GenBank™ bajo el siguiente nu-
mero de accesiones: DD3PCA3, AY894120; BACT,
NM_001101; GAPDH, NM_002046; subunidad 18s,
X03205; y GGPDH, NM_004285.
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Tabla 1. Secuencia de los primers que se usaron en la RT-PCR, de izquierda a derecha, nombre del gen, posicién de fragmento de
amplificacion, secuencia de los primers, tamario del fragmento de amplificacion, la accension (GenBank™ ) y eficiencia.

Primers utilizados en la RT-PCR en tiempo real

Blancos Posiciones Secuencia
del nucleétido

BACT 1031-1173 F: CTGGCACCCAGCACAATG

R: GGGCCGGACTCGTCATAC
185 1601-1713 F: GTAACCCGTTGAACCCCATT

R: CCATCCAATCGGTAGTAGCG
DD3 98-253 F: GGGAAGGACCTGATGATACAGAG

R: GCTGCAACTGAGTACTCAAGAAAGTG
GAPDH 446-620 F: GAGCCAAAAGGGTCATCATCTC

R: CCTTCCACGATACCAAAGTTGTC
G6PDH 1777-1935 F: CCTGGAGGAGCTGAGAATGG

R: CGGGCTCTCTCGGTACTTG

Longitud Acceso del Eficiencia
del amplicon GenBank™ de los primers
143pb NM_001101 2.70
151pb X03205 2.6
156pb AY894120 2.27
175pb NM_002046 2.04
159pb NM_004285 2.66

Los productos de amplificacion por RT-PCR
fueron visualizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y estudiados con el sistema de and-
lisis de electroforesis EDAS 290, (KODAK, New Ha-
ven, CT) (Figura 2).

Los resultados obtenidos de las amplificacio-
nes, como son las condiciones de temperatura,
concentraciones de primers, dNTPs (nucleétidos)
y volimenes, fueron transferidos al protocolo de
amplificacion en tiempo real con el sistema de de-
teccién Rotor gene 6.0 (Corbett Life Science, Sidney
City, Australia).

Protocolo de RT-PCR en tiempo real Rotor-Gene
3000. Las reacciones de la RT-PCR en tiempo real
se realizaron con aproximadamente 10 ng de RNA
total. Las diluciones para la validacion del control
enddgeno, cuantificacién absoluta y la determina-
cion de las eficiencias de todos los primers, se rea-
lizaron usando el kit SuperScript™ III Platinum®
SYBR® One-Step qRT-PCR Kit with ROX, con una
concentracion final de los reactivos como sigue:
6.25 ul 2X SYBR® Green, 0.4 mM por cada dNTP
y 6 mM MgS04, 4 ul RNA total, 0.25 ul SYBR® Green
One Step Enzime Mix, 0.4 ul MgCl2 (50 mM), 0.4 ul
del primer forward (0.4 uM), 0.4 del primer reverso
(0.4 uM), y 0.8 pl de agua libre de RNAsa, 12.5 ul de
volumen final.

96 Rev Mex Urol 2007; 67(2): 93-101

La reaccion se llevé a cabo inicialmente a 52°C
durante 10 minutos para la sintesis de cDNA y a
94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos en la fase
de PCR, cada ciclo de 95°C por 20 segundos (s),
57°C por 20 s, 72°C por 20 s, la fase de desnatura-
lizacién tuvo un intervalo de temperatura de 60-
98°C. Para la cuantificacién absoluta fue necesaria
la construccion de dos curvas estandar.

La expresién tanto de los genes candidatos en-
dégenos (GADPH, G6PDH, BACT y 18s) como del
gen de interés (DD3PCA3) fueron cuantificados en
forma individual para ser analizados con el mode-
lo estadistico BestKeeper para la validacion de los
endégenos y con el modelo estadistico REST® para
el andlisis de las eficiencias. Para la cuantificacién
absoluta se normalizaron los datos con el gen en-
dégeno, utilizando las dos curvas estdndar para
ambos genes.?>%

Anadlisis de los datos

Los datos de los CTs (El CT es definido como el nt-
mero de ciclos en el cual la intensidad de fluores-
cencia aumenta por arriba de la fluorescencia basal
de dicha muestra) fueron exportados del software
Rotor-Gene 6.0 (Corbett Life Science, Sidney City,
Australia), para calcular las eficiencias con el mo-
delo estadistico REST® y los datos fueron grafica-
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Tabla 2. Determinacién del gen endégeno mds estable. Los datos (CTs) fueron analizados con un reciente modelo estadistico Best-
Keeper (Pfaffl Michael W, et al, 2004) el cual correlaciona un conjunto de genes propuestos (genes candidatos) y valida al mds es-
table de estos genes (GAPDH), en nuestro estudio GAPDH fue el gen mds estable con una correlacién de Pearson de 0.953 y una p=

0.008.

BACT vs BK B2M vs BK GAPDH vs BK G6PDH vs BK
Coeficiente de correlacion [r] 0.940 0.868 0.953 0.070
Pendiente 1.522 1.083 1.100 0.044
Desviacion estandar [DE] +0.565 +0.636 +0.136 +0.643
Valor de p 0.008 0.025 0.007 0.895

dos utilizando una tabla de Excel, construyendo
una regresion lineal donde se compara la concen-
tracién logaritmica (RNA total) contra los CTs.*

Para correlacionar los genes endégenos candi-
datos y determinar el gen mds estable se utiliz6 el
software BestKeeper, exportando los CTs del soft-
ware Rotor gene 6.0 a una tabla de Excel (Tabla 2).

Los datos de las muestras que fueron sometidas
al protocolo de disociacién con temperatura de 60-
98°C fueron analizados con el software Rotor gene
6.0 y los datos exportados y graficados utilizando
una tabla de Excel para mostrar la temperatura de
disociacién (melting) caracteristica de cada pro-
ducto amplificado (Figura 3).

Los datos de las cuantificaciones absolutas de
todas las muestras se normalizaron con el gen en-
dégeno y se analizaron con la prueba estadistica
t de student, comparando ambos grupos (CaP y
HPB), considerando la significancia estadistica con
p< 0.05; los resultados (+ SEM) fueron graficados
con el software PRISMA.

RESULTADOS

De las 20 muestras de CaP y de las 20 de HPB, se
extrajo el RNA total, se cuantificaron cada una de
ellas por medio de fluorescencia y se comprobo la
integridad de las muestras (Figura 1). La especifici-
dad de los productos amplificados se verificé como
se observa en las figuras 2 y 3.

Se determiné en forma independiente las efi-
ciencias de cada uno de los genes endégenos y del
gen de interés como se describe en la metodologia;
se tomaron los CTs por triplicado de las diluciones

(10-0.001ng de RNA total) amplificadas. Los resul-
tados para los genes endégenos, BACT, G6PDH;
18S; GAPDH, y el gen de interés DD3PCA3 se ob-
servan en la Tabla 1 y en la Figura 4.

Para poder determinar el endégeno més estable
y adecuado, se realiz6 la RT-PCR en tiempo real por
triplicado de cada una de las muestras de HPB, asi
como de CaP y se compararon tomando las CTs (la
media del triplicado de cada muestra); estos datos
se exportaron al modelo estadistico BestKeeper, el
cual analiza los datos y determina el gen endégeno
mads estable; el gen GAPDH present6 una estabili-
dad superior a los otros tres (p< 0.007) (Tabla 2).

El nimero de copias absolutas del mRNA de
DD3PCA3 fue determinado en los 20 tejidos con
HPB y 20 tejidos con CaP; el niimero absoluto de
copias fue normalizado para la cuantificacién del
gen. En los tejidos con CaP, el gen DD3PCA3 se ex-
preso 30.4 veces mds, en comparaciéon con el grupo
control (HPB) (Figura 5).

Andlisis de resultados

Los datos son presentados como una desviacién
estandar (+DE) de la media; la diferencia fue consi-
derada como estadisticamente significativa con p<
0.05. Para el andlisis y determinacion de eficiencias
se utilizo el software REST® importando los resul-
tados (CTs) obtenidos por PCR en tiempo real. Para
la determinacion del endégeno se realizo el andli-
sis de la estabilidad (gen no regulado) y se utiliz6
el software BestKeeper, el cual crea un indice de es-
tabilidad al comparar los cuatro genes candidatos
endégenos. El mds estable para la validacion inter-
na de este estudio fue el gen GAPDH.
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Figura 1. Electroforesis representativa de los RNA extraidos de
los tejidos con CaP e HPB (150ng), en gel de agarosa al 2.0%.
Se observan las bandas caracteristicas de las subunidades 18s y
28s, las cuales nos indican que no hay evidencia de degradacion
de las muestras.
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Figura 3. Curvas de disociacién de los productos de los genes
analizados. Los datos se exportaron del software Rotor-Gene 6.0
(Corbett Life Science, Sidney City, Australia). El andlisis de las
curvas de disociacion es un método rdpido y exacto para ob-
servar la especificidad de los productos amplificados. Cuando
hay un solo pico en el producto de amplificacion, éste repre-
senta un solo producto amplificado como se ve en la electrofo-
resis (ver Figura 2) en la parte superior de la figura. Las graficas
representan las temperaturas de disociacion (melting) en °C:
DD3, 87.7°C; BACT, 86°C; 18s, 85.9°C; G6DPH, 83.5 °C y GA-
DPH, 84.1 °C.
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Figura 2. Productos de la amplificacién por RT-PCR en tiempo
real, con las muestras de RNA total de CaP e HPB. El carril (1) es
el producto de la amplificacion del gen BACT (143pb), carril (2)
GAPDH (175pb), carril (3) marcador de 123pb, carril (4) subu-
nidad 18s (151pb), carril (5) GEGPDH (159pb) y carril (6) DD3 *“3
(156pb).
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Figura 4. Determinacion de las eficiencias de amplificacién de
los primers: GADPH, 18s, DD3, BACT, G6PDH. Los CTs se im-
portaron del programa Rotor-Gene 6.0, y se graficé la regresion
lineal: el logaritmo de la concentracién de RNA total contra el
CT, la pendiente fue determinada (media + DE; n= 3) como se
observa en (B). La eficiencia correspondiente de cada primer
fue calculada de acuerdo con la ecuacién 1 del software REST®.
En (A), curvas de amplificaciones de las diluciones seriadas del
gen enddgeno de referencia que se utiliz6 para normalizar la
carga de RNA total, se grafica fluorescencia relativa contra los
CTs, de las diluciones seriadas de RNA total (0.001 a 10 ng). En
(B) el promedio del coeficiente de correlacion Pearson fue de:
(r) >0.9948.
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Expresion de DD3 en HPB y CaP
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Figura 5. Expresion génica de DD3 7“4 en HPB y en CaP; n= 20
en ambos grupos, DD3 ™3 en CaP se sobreexpresa 30.4 veces
mads que en HPB (t test, p< 0.0001), HPB: media 57.40 +SEM, mi-
nima y maxima expresion de 13-239; CaP: media 1745 +SEM,
minima y mdxima expresién de 171-6200.

Para comparar la expresién absoluta del gen
DD3PCA3 y GAPDH, en ambas muestras (HPB y
CaP), se utilizaron curvas estdndar para ambos
genes, y se normaliz6 la carga del RNA total con
el mencionado gen de referencia, como se des-
cribe en la metodologia, verificando previamen-
te la especificidad de los productos amplificados
(Figura 3).

DISCUSION

En nuestro estudio realizamos la cuantificacion
absoluta del nimero de copias del mRNA del gen
DD3PCA3 en 20 muestras de tejido con diagndstico
de cdncer prostata y en 20 tejidos con hiperplasia
prostdtica benigna; desarrollamos un método ade-
cuado para realizar esta cuantificacién. En 1999,
Bussemaker y colaboradores!® compararon la ex-
presion de este gen en tejidos prostaticos sin pa-
tologia y con neoplasia; en ella encontraron que
53 de 56 tumores tenian sobreexpresado el gen
DD3PCA3. En nuestro estudio, 18 de 20 tejidos
(90%) con CaP tuvieron sobreexpresado el gen;
este reporte indica que es uno de los genes mds es-
pecificos de cancer de prdéstata.

En 2002, Kok y colaboradores? desarrollaron su
metodologia para cuantificar este gen y encontra-

ron que la expresion es muy baja en tejido sano de
prostata, en comparacion con CaP, y encontraron
34 veces mds expresado el gen DD3PCA3, y seis
veces mdas que el hTERT; juntos mostraron una
sensibilidad y especificidad muy alta, con indice
AUC-ROC de 0.98, con expresion media de 5849
para DD3PCA3. En nuestro estudio encontramos
una expresion media de 1745 para los tejidos con
CaP y de 57.4 para las HPB.

Este autor ya reportaba la posible aplicacion
clinica del uso de este marcador para las biopsias
prostdticas o incluso en fluidos corporales. En otro
estudio en 2003, Hessel y colaboradores®*3 en-
contraron que el estudio por RT-PCR en tiempo
real puede detectar especimenes con menos de
10% de células neopldsicas. Asimismo, reportaron
95% de sobreexpresion de las muestras estudiadas
(90% en nuestro estudio realizado), con sensibilidad
de 67%, un valor predictivo negativo de 90%, y des-
cribe la posibilidad de poder desarrollar determina-
ciones en orina y eliminar biopsias innecesarias.

En 2004, Landers®® describié cuatro biomarca-
dores (UDP-N-Acetil-alfa-D-galactosamina trans-
ferasa, PSMA, hepsina y DD3PCA3). Con el andlisis
por RT-PCR al gen DD3PCA3, report6 una sobre-
expresion de 140 veces mds (p= 007) en cdncer.
En comparacién con el BPH, la sobreexpresién en
nuestro estudio fue de 30.4 veces mds. El mismo
autor, con un modelo de regresion logistica aplica-
do a los cuatro genes estudiados, determiné 100%
de discriminacién entre una patologia neopldsicay
una benigna de préstata.

Los estudios hasta ahora han mostrado con-
sistencia, y en la actualidad se encuentran en de-
sarrollo mds de 200 marcadores genéticos para el
cancer de prostata, ya que el PSA estd pobremente
relacionado con el grado y estadio del cancer de
préstata;*® el gen DD3PCA3 muestra caracteristi-
cas prometedoras, pero aun no ha sido validado
completamente para su aplicacién clinica.

Las diferencias en nuestro estudio con los an-
tes mencionados, se deben por una parte a la com-
plejidad inherente de la técnica; y por otro lado, en
los estudios de otros autores no se toma en cuenta,
o al menos no lo mencionan, la necesidad de in-
cluir la metodologia de validacién del endégeno
adecuado, ya que la normalizacién de la carga del
RNA es critica para obtener resultados adecuados
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yreproducibles.®? Nuestros hallazgos difieren muy
poco con los encontrados en la literatura, lo que
hace a este gen DD3PCA3 un consistente candi-
dato para ser utilizado como marcador tumoral
en el diagnéstico de cdncer de prostata, utilizan-
do estas determinaciones en biopsias prostaticas
e incluso determinaciones en orina, metodologia
ya en desarrollo.?6:29.3437.38
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